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RESUMEN
Trece cepas bacterianas se aislaron y caracterizaron bioquímicamente; se estudió su tolerancia a elementos potencialmente 
tóxicos (EPT). Siete se aislaron de nódulos de huizache (Acacia farnesiana), una de trébol (Trifolium repens) y cinco de 
suelo rizosférico procedente de sitios contaminados con residuos de mina de Zimapan, Hidalgo, México. Todas las cepas 
mostraron tolerancia a NaCl al 2%; sin embargo, solo ocho fueron altamente tolerantes a NaCl al 5%. Todas las cepas de 
bacterias fueron tolerantes a As, Pb, Cd, Zn, Cu y Cd. Con base en la producción de ácido indolacético (AIA), actividad de 
la enzima ACC-desaminasa, solubilización de fósforo y producción de sideróforos, cinco cepas (Mesorhizobium loti Af1, 
Agrobacterium tumefaciens (Rhizobium radiobacter) Af6, Enterobacter cancerogenus K131, Escherichia vulneris. K123 
y Enterobacter sp. K162), tienen potencial como bacterias promotoras de crecimiento de plantas (BPCP). Alcaligenes 
faecalis T2, tolerante a 168 mg Cd L1, formó una placa que recubrió la superficie colonial y representó 54% de Cd 
asociado a P, mientras que dentro de la colonia bacteriana se observó 41% de Cd acumulado, lo cual podría representar 
detoxificación, biosorción, precipitación o transformación enzimática de este elemento. Los resultados muestran que las 
bacterias poseen características relevantes pero, con excepción de Mesorhizobium loti Af1 y Agrobacterium tumefaciens 
(Rhizobium radiobacter) Af6, debe descartarse si las otras cepas bacterianas son patógenas para humanos y plantas, y 
evitar su uso en fitorremediación.
Palabras clave: ácido indol acético, ACC-deaminasa, solubilización de fósforo, sideróforos.
ABSTRACT
Thirteen bacteria strains were isolated and characterized biochemically, their tolerance to potentially toxic elements 
(PTE) was studied. Seven were isolated from acacia nodules (Acacia farnesiana), one from clover (Trifolium repens) 
and five from rhizosphere soil from contaminated sites with mine residues from Zimapan, Hidalgo, México. All the 
strains showed tolerance to NaCl at 2%; however, only eight were highly tolerant to NaCl at 5%. All the bacteria strains 
were tolerant to As, Pb, Cd, Zn, Cu and Cd. Based on the production of indole-acetic acid (IAA), the activity of the 
ACCdeaminase enzyme, solubilization of phosphorus and production of siderophores. Five strains (Mesorhizobium loti 
Af1, Agrobacterium tumefaciens (Rhizobium radiobacter) Af6, Enterobacter cancerogenus K131, Escherichia vulneris. 
K123 and Enterobacter sp. K162) have potential as plant growth-promoting bacteria (PGPB). The strain Alcaligenes 
faecalis T2, tolerant to 168 mg Cd L1, formed a plaque that coated the bacterial colony surface and represented 54% of 
the Cd associated to P. Meanwhile, 41% of accumulated Cd was observed within the bacterial colony, this could represent 
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detoxification, biosorption, enzymatic 
precipitation or transformation of 
this element. The results showed that 
bacteria have relevant characteristics for 
phytoremediation purpose. However, 
with the exception of Mesorhizobium 
loti Af1 and Agrobacterium tumefaciens 
(Rhizobium radiobacter) Af6, it should be 
ruled out whether other bacterial strains are 
pathogenic for humans and plants, and in 
this case avoid their use in phytoremediation.
 
Keywords: indole-acetic acid, ACC-deaminase, 
phosphorus solubilization, siderophores.
INTRODUCCIÓN 
El aislamiento, la caracteri-zación mor-
fológica y bioquímica de bacterias promotoras de cre-
cimiento de plantas (BPCP) constituyen el primer paso 
para seleccionar microorganismos nativos que ayuden a 
las plantas que se utilizan en la fitorremediación de sitios 
contaminados (Valls y de Lorenzo, 2002). La selección 
se basa en aplicar microorganismos que posean pro-
piedades bioquímicas que auxilien el establecimiento y 
crecimiento de plantas en estos sitios (Glick et al., 2007), 
mediante el incremento en la disponibilidad de nutrien-
tes esenciales en el suelo a través de diversos mecanis-
mos como fijación biológica de N2, solubilización de 
fosfatos y producción de sideróforos (Vessey, 2003). Se 
seleccionan microorganismos que producen sustancias 
que mejoran las condiciones de crecimiento y el desa-
rrollo de la planta (Valls y de Lorenzo, 2002), como por 
ejemplo, la producción de ácido indolacético AIA (Ahe-
mad et al., 2014) y la enzima ACC-desaminasa. El prime-
ro es un promotor del crecimiento y la segunda degrada 
1-aminociclopropano-1-carboxilato, precursor del etile-
no (Glick et al., 2007), de tal forma que la reducción en 
los niveles de etileno por acción de BPCP puede favore-
cer el crecimiento de las plantas (Ghosh et al., 2003). En 
particular, las bacterias de los géneros Rhizobium, Brad-
yrhizobium y Mesorhizobium con frecuencia se reportan 
como BPCP y establecen simbiosis benéfica con ciertas 
especies de la familia Fabaceae (antes leguminosas) (Koo 
y Cho, 2009). Además de ser BPCP, las bacterias de los 
géneros Pseudomonas, Bacillus, Klebsiella, Azotobacter, 
Azospirillum y Azomonas (Ahemad et al., 2014) son pre-
cursoras para la colonización de sitios afectados por 
contaminantes (Gueffrachi et al., 2013). Sin embargo, 
para su uso en la fitoremediación de ambientes conta-
minados con elementos potencialmente tóxicos (EPT), 
las BPCP deben tolerar la presencia de estos elemen-
tos. Los objetivos de este trabajo fueron: 1) aislar cepas 
tolerantes a altas concentraciones de EPT, a partir de 
nódulos del huizache (Acacia farnesiana), trébol blanco 
(Trifolium repens), y de suelo rizosférico procedente de 
sitios contaminados con residuos de mina provenientes 
de Zimapan, Hidalgo, México. 2) caracterizar las bacterias 
seleccionadas mediante pruebas de tolerancia a sales y 
EPT, producción de ácido indolacético (AIA), actividad 
de la enzima ACC-desaminasa, solubilización de fósforo 
y producción de sideróforos para identificar su potencial 
como BPCP y posible aplicación en la fitoestabilización 
de EPT en sitios altamente contaminados.
MATERIALES Y MÉTODOS
Muestreo
Se recolectaron raíces noduladas de huizache (Acacia 
farnesiana) del municipio de Tepeji del Río, Hidalgo, 
muestras de suelo rizosférico de huizache establecidas 
en residuos de mina de Zimapan, Hidalgo, así como raí-
ces noduladas de trébol blanco (Trifolium repens) proce-
dentes del Colegio de Postgraduados Campus Monteci-
llo. Las raíces recolectadas se lavaron con agua corriente 
(doméstica) hasta eliminar los residuos de suelo y se de-
jaron secar. Los nódulos más grandes y con mejor apa-
riencia se separaron cuidadosamente, procurando dejar 
un fragmento de raíz. Estos se desinfestaron superficial-
mente y luego se maceraron e inocularon en cajas Petri 
con agar Extracto de Levadura Manitol Rojo Congo. Las 
cajas se incubaron a 28 °C durante 72 h (Vincent, 1975). 
Para el aislamiento de bacterias de suelo rizosférico, se 
usó 1 g de suelo, se añadió a tubos de ensayo con 5 mL 
de caldo nutritivo. Estos se incubaron a 28 °C durante 24 
h. Posteriormente, este inóculo se sembró por estría cru-
zada en medios selectivos King y MConkey con resiem-
bras consecutivas hasta obtener cepas puras. La iden-
tificación molecular se realizó mediante la extracción 
de ADN con el Kit Wisard Genomic DNA Purification®. 
El análisis de secuenciación se realizó en el laboratorio 
de Microbiología Ambiental de la Facultad de Ingeniería 
Química (Benemérita Universidad Autónoma de Puebla). 
La secuencia de 16S rDNA se comparó con la base de 
datos GenBank mediante el programa BLAST del NCBI 
(NCBI, 2014). Las bacterias se caracterizaron por su ca-
pacidad para tolerar NaCl (condición adversa que tam-
bién se observa algunas veces en sitios contaminados 
con EPT),  Cd, Cu, Zn y Pb. Además, se caracterizaron 
en su producción de ácido indolácetico (AIA; Ehman, 
1977), actividad de la enzima ACC-desaminasa (Saleh y 
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Glick, 2001), producción de sideróforos (Schwyn y Nei-
lands 1987) y solubilización de fósforo (Watanabe y Ol-
sen, 1965).
Microscopia electrónica de barrido y 
análisis de rayos X
Las bacterias creciendo en los medios de cultivo suple-
mentados con EPT se observaron por microscopia elec-
trónica. Fragmentos de agar con crecimiento bacteriano 
se fijaron por 12 h en glutaraldehido al 2.5% en solución 
tampón de fosfatos Sorensen 0.1 M (pH 7.2). Después de 
un enjuague con solución tampón Sorensen se proce-
dió a la deshidratación en una serie de concentraciones 
crecientes de etanol por 2 h de incubación. Las mues-
tras se cubrieron con oro y paladio. Las observaciones 
se realizaron en la unidad de Microscopia Electrónica del 
Colegio de Postgraduados, utilizando un equipo JEOL 
JSM 6390. Se utilizó un voltaje de aceleración de 10 Kv. 
Para determinar la composición de EPT en las muestras 
se empleó un microanalizador de rayos X de dispersión 
de energía (EDX-OXFORD Instruments INCA X-act). El 
tiempo de conteo para la obtención de los espectros 
de rayos X fue de 60 s. Los datos obtenidos se analiza-
ron mediante varianza y comparación de me-
dias usando la prueba de diferencia significativa 
honesta de Tukey con nivel de significancia de 
0.05 mediante el programa estadístico R.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Aislamiento e identificación molecular 
de bacterias
Se aislaron siete bacterias a partir de nódu-
los de huizache (Af1, Af3, Af4, Af5, Af6, Af7 y 
Af8), una cepa procedente de trébol (T2) y 
cinco de suelo rizosférico de residuo de mina 
(MC119, K120, K123, K131 y K162). Las bacterias 
Af3, Af4, Af5, Af6, Af7, Af8 Mc119, K120, K123, 
K131, K163 se caracterizaron como de rápido 
crecimiento y las cepas Af1 y T2 de lento cre-
cimiento (Figura 1). Estas secuencias mostra-
ron coincidencias más cercanas a los géneros 
Alcaligenes, Mesorhizobium, Agrobacterium, 
Rhizobium, Serratia y Enterobacter. Los géne-
ros Enterobacter, Agrobacterium, Mesorhizo-
bium y Serratia se relacionan frecuentemente 
con promoción de crecimiento vegetal (Hao 
et al., 2012; Kumar et al., 2008), y con la res-
puesta favorable que tienen a la presencia de 
EPT, lo cual sugiere ventajas para su aplicación 
en ambientes perturbados con estos conta-
minantes. Aunque las bacterias (Af3, Af4, Af5 y Af6) se 
aislaron de nódulos de A. farnesiana, los géneros iden-
tificados molecularmente correspondieron a cepas de 
Agrobacterium. En la literatura se percibe que existe con-
troversia en nomenclatura y clasificación taxonómica en 
las especies de Agrobacterium. Young et al. (2001) men-
cionan que Rhizobium, Agrobacterium, Sinorhizobium 
y Allorhizobium son géneros incluidos dentro de la 
familia Rhizobiaceae; y el análisis comparativo de 16S 
rDNA mostró que algunas especies de Agrobacterium 
forman un grupo monofilético con todas las especies 
de Rhizobium. Koivunen et al. (2011) mencionan que 
Young et al. (2001) propusieron cambio en la nomen-
clatura y clasificación taxonómica de Agrobacterium 
tumefaciens por Rhizobium radiobacter. Sin embargo, el 
nuevo nombre no se ha aceptado. Aunque Koivonen et 
al. (2011) reportan que A. tumefaciens (R. radiobacter) es 
un microorganismo patogénico de plantas, Sawada et 
al. (1993) establecieron que, de todos los miembros del 
género Agrobacterium, A. radiobacter es el único que 
no forma tumores o crecimiento anormal de la raíz, por 
lo que la característica de patogenicidad debería elimi-
narse de las especies de Agrobacterium. Otro aspecto 
Figura 1. Filogenia de las bacterias aisladas. En rombos de nódulos radicales y 
suelo rizosférico de la zona minera de Zimapán, Hidalgo. 
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de interés fue que la cepa T2, aislada de nódulos de 
trébol y que bioquímicamente se ubicó como rizobia, 
la prueba molecular la identifica como A. faecalis. No 
se ha reportado que esta bacteria forme nódulos ni se 
le ha relacionado con el género Rhizobium o la fami-
lia Rhizobiaceae, por lo que su identificación, así como 
su capacidad de nodular trébol, deberían corroborarse. 
Esta cepa bacteriana mostró secretar AIA y ser toleran-
te a NaCl. Los reportes de Barazani y Friedman (1999) 
muestran que A. faecalis se comportó como promotora 
del crecimiento de plántulas de lechuga (Lactuca sativa). 
Otros autores han mostrado que puede clasificarse 
como cepa tolerante a sales y ser patógena potencial de 
humanos (Egamberdieva et al., 2008). Por tanto, resulta 
relevante verificar la patogenicidad de estas cepas antes 
de utilizarlas para fitorremediación.
Caracterización bacteriana
Las 13 cepas bacterianas aisladas toleraron NaCl a 2% de 
NaCl, lo que implica una fuerza iónica (I) de 0.34 mM. 
Sin embargo, las bacterias T2, Af4 y Af6 procedentes de 
nódulos y la MC119, K120, K123, K131 y K162 de suelo 
rizosférico resultaron tolerantes a 5% de NaCl (I0.85 M), 
efecto similar a los que reporta Ghittoni y Bueno (1996) 
con cepas BPCP. Yelton et al. (1983) aislaron cepas de 
Rhizobium meliloti (Sinorhizobium meliloti), las cuales 
propusieron como altamente tolerantes a NaCl porque 
crecieron en 1.8% y hasta 4.2% (300-700 mM) de este 
compuesto. Lo anterior sugiere una ventaja biológica 
para el uso biotecnológico de estos microorganismos, 
debido a que se ha sugerido que concentraciones supe-
riores a 100 mM (0.6%) de NaCl inhiben el desarrollo de 
ciertas especies bacterianas (Gueffrachi et al., 2013). En 
cuanto a la producción de AIA, las cepas Af3 y Af7 mos-
traron concentración menor a 5 g mL1 (Cuadro 1). Asi-
mismo, las bacterias T2, Af4, Af5, Af8, MC119, K120, K123 
y K162 tuvieron concentración menor a 10 g mL1. Es-
tos valores son parecidos a los observados por Zhang et 
al., (2011) en cepas de Enterobacter sp. Sin embargo, Af1 
y Af6 produjeron la mayor concentración de AIA (19.1 y 
13.1 g mL1, respectivamente).
Estos valores son bajos en comparación con los repor-
tes de Belimov et al. (2005) en cepas de Variovorax (su-
perior a 30 g mL1) o de Yu et al. (2014) con cepas de 
Bacillus sp., Rhizobium sp. y Ochrobactrum sp., éstas 
procedentes de residuos de mina (entre 2.2 g mL1, 
hasta 83 g mL1). Únicamente cinco cepas MC119, 
K120, K123, K132 y K162 mostraron la capacidad de so-
lubilizar fósforo en medio sólido. En medio líquido, la 
concentración de P soluble se estimó entre 0.10 a 0.46 
mg L1. No hubo diferencia en la solubilización de P de 
las cepas MC119, K120, K123, K131 y K162. Sin embargo, 
estos valores fueron menores a los reportados por Teje-
ra-Hernández et al., (2013) en cepas de Bacillus sp. (0.23 
hasta 11.58 mg L1). La producción de sideróforos se 
Cuadro 1. Caracterización bioquímica de bacterias como promotoras del crecimiento vegetal realizadas a 13 bacterias aisladas de nódulos y 
suelo rizosférico.
Cepa
Producción de Indol
g IAA mL1
Solubilización de fosfatos
Producción 
de sideróforos
Actividad enzimática 
ACC-desaminasa 
M KB mg1 h1Cualitativa
Cuantitativa 
mg L1
Af1 19.100.71 a - - - 2.550.12 abc
T2 7.620.58  def - - - 1.850.14 cdef
Af3 4.910.62  g - - + 3.160.14 a
Af4 8.660.36  d - - + 2.820.11 a
Af5 6.960.61  ef - - + 2.080.11 bcde
Af6 13.140.64  b - - + 2.340.10 abcd
Af7 4.890.75  g - - + 2.500.10 abcd
Af8 6.610.40  f - - + 2.990.11 a
MC119 8.730.02  d + 0.360.16 ab - 1.050.13 f
K120 8.730.03  d + 0.420.04 a - 2.660.46 abc
K123 8.280.07  de + 0.18.08 bcd + 1.410.42 ef
K131 10.520.06 c + 0.23.018 abc + 0.090.02 g
K162 8.400.06  d + 0.100.00 cd + 1.680.31 def
Se muestran promedios y desviación estándar, n3.
*Letras iguales indica medias estadísticamente similares, Tukey (0.05).
45
Tolerancia de bacterias a elementos tóxicos
AGRO
PRODUCTIVIDAD
identificó en ocho cepas Af3, Af4, Af5, Af6, Af7, Af8, K123, K131 y K162. Estos 
metabolitos reducen la concentración de EPT libre (Gaonkar y Bhosle, 2013), 
lo cual limita su difusión a través de diversas matrices, tal como el suelo. Las 
13 bacterias presentaron actividad enzimática ACC de hasta 3 M KB mg1 
h1; y K131 fue la de mayor actividad. Valores similares fueron reportados por 
Zhang et al. (2011) en Enterobacter sp. (1.6 M KB mg1 h1) y por Shahzad 
et al. (2013) en cepas de Serratia sp. (3.46104 M KB mg1 h1), aunque 
no todas fueron solubilizadoras de fosfatos ni produjeron sideróforos. Los 
resultados de las pruebas de AIA y actividad ACC-desaminasa sugieren que 
las 13 cepas pueden ser aptas para participar como inóculos microbianos. 
No obstante, es necesario tomar en cuenta las características metabólicas 
y la patogenicidad de cada cepa para efectos de aplicación en procesos de 
fitoremediación. En el Cuadro 2 se muestra la tolerancia de las 13 bacterias 
a diferentes concentraciones de Cd, Cu, Zn, Pb y As en medio sólido. Todas 
crecieron entre 0.01 hasta 10 mg L1 de Cd; sin embargo, solo seis cepas 
crecieron hasta 100 mg L1 de Cd. Autores como Sheng y Xia (2006) reporta-
ron que bacterias procedentes de suelo contaminado con EPT toleraron una 
concentración similar (117 mg L1). Sin embargo, Jin et al. (2013) observaron 
crecimiento de cepas de Burkholderia cepacia a 200 mg L1 de Cd. Las 13 
cepas del presente estudio toleraron hasta 95 mg L1 de Cu. No obstante, 
concentraciones mayores a 159 mg L1 de dicho elemento inhibieron el cre-
cimiento microbiano de todas las cepas. Carrasco et al. (2005) reportaron 
tolerancia de Rhizobium spp., a 100 mg Cu L1, y Altimira et al. (2012) obser-
varon que Sphingomonas, Stenotrophomonas y Arthrobacter toleran hasta 
241 mg L1 de Cu, mientras que Wani y Khan (2013) reportaron la resistencia 
de Rhizobium RL9 a 300 mg L1 de Cu. Las 13 cepas crecieron en concen-
traciones de 6 hasta 2000 mg L1 de As y 11 crecieron entre 207 a 1,040 Pb 
mg L1. Carrasco et al. (2005) reportaron que Rhizobium sp., toleró 300 mg 
de As L1. Wani y Khan (2013) obser-
varon que Bradyrhizobium sp., cre-
ció en concentraciones cercanas a 
1,400 mg L1. Respecto a Zn, once 
cepas crecieron en medio con 33 
mg L1 y hasta 196 mg L1 de dicho 
elemento, aunque Rhizobium RL9 
mostró tolerancia a 1000 mg L1 
(Wani y Khan, 2013). No obstante, 
no se especifican las condiciones 
de pH del medio en que probaron 
esta concentración. Esto es impor-
tante porque en el presente trabajo 
no se pudo probar la tolerancia en 
concentración superior a 200 mg 
L1 debido a que el medio se hidro-
lizó a pH 5.
Observaciones en microscopia 
electrónica
No se detectaron diferencias en mo-
dificación del crecimiento o algún 
rasgo específico entre tratamientos 
en los EPT estudiados, excepto en 
la cepa T2 expuesta a 168 mg L1 de 
Cd, en la que se observó la presen-
cia de una capa sobre la superficie 
del cultivo bacteriano (Figura 2b). 
Cuadro 2. Tolerancia de 13 bacterias a la presencia de diferentes concentraciones de Cd, Cu, Zn, Pb y As.
Bacteria
Concentración del metal (mg L1)
Cd Cu Zn Pb As
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Af7                                
Af8                                
MC119                                
K120                                
K123                                
K131                                
K162                                
 con crecimiento,  sin crecimiento.
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No obstante, este recubrimiento no se presentó en el 
cultivo de la misma cepa sin Cd (Figura 2a), resaltando 
que T2 fue tolerante a la concentración de Cd.
Los resultados indicaron presencia de 54% de Cd en la 
superficie de la cubierta y 41% de Cd en la parte inter-
na del cultivo bacteriano (Figura 2c). El registro de altos 
picos de fósforo probablemente indica precipitación de 
Cd del entorno bacteriano en forma de Cd3(PO4)2. Lo 
anterior sugiere respuesta de la bacteria a la presencia de 
Cd (Sayyed et al., 2015). Valls y de Lorenzo (2002) y Ca-
rrasco et al. (2005) propusieron que ciertas bacterias en 
estas condiciones efectúan procesos de detoxificación, 
biosorción, precipitación y transformación enzimática 
de metales, y tales mecanismos permiten su aplicación 
con fines de remediación ambiental.
CONCLUSIONES
Las 13 cepas aisladas de nó-dulos de huiza-
che o de trébol y de suelo rizosférico procedente de 
sitios con residuos de mina mostraron características 
con potencial, como BPCP, en particular las bacterias 
Mesorhizobium loti Af1, Agrobacterium tumefaciens 
(Rhizobium radiobacter) Af6, Enterobacter cancerogenus 
K131, Escherichia vulneris. K123, Enterobacter sp. K162. 
Los ensayos de tolerancia a NaCl revelaron que ocho ce-
pas fueron altamente tolerantes a 5% a ésta, seis fueron 
tolerantes a concentraciones superiores a 168 mg L1 de 
Cd, 95 mg L1 de Cu; once crecieron en concentración 
de 207 hasta 1,036 
mg L1 de Pb y 
de 6 hasta 2,000 
mg L1 de As, va-
lores superiores a 
los que reportan 
otros autores con 
los mismos EPT. 
Asimismo, once 
toleraron de 33 
hasta 196 mg L1 
de Zn, lo cual su-
giere el potencial 
b io tecno lóg ico 
para su aplicación 
en la promoción 
del crecimiento y 
desarrollo de plan-
tas en sitios con 
alto grado de con-
Figura 2. Micrografía y análisis de EDX de 
Alcaligenes faecalis T2 en presencia de Cd. a) 
Cultivo testigo sin Cd y b) cultivo con 168 mg Cd 
kg1. La flecha muestra una capa externa que 
cubre a la colonia bacteriana. c) Análisis EDX 
muestra altas concentraciones de P y Cd.
a b
c
taminación por EPT. Dicho potencial debe verificarse al 
inocular las bacterias en plantas que se establezcan en 
suelos contaminados para comprobar su efecto; sin em-
bargo, primero debe descartarse que sean patógenos 
de humanos o plantas.
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